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1. INTRODUCCION

El desarrollo de la poblacién mundial ha hecho que la agricultura de supervivencia que existia
antiguamente de paso a una agricultura mas intensiva e intensificada. El uso de fertilizantes ha sido
imprescindible para mantener una produccién de calidad que sigue en aumento. Sin embargo, el
fosforo no es un elemento inagotable. En 2008 se da la llamada “crisis de fosforo”, que nos invita a
pensar que a partir del 2030 la produccion de fésforo ira decreciendo (Ulrich & Schnug, 2013). Esto
hace necesario un uso sostenible del mismo. Es importante saber utilizar este recurso, siempre

asegurando la produccion de alimentos y respetando el medio ambiente.

El fésforo (P) es un macroelemento esencial para la vida de las plantas, encontrandose entre los
dieciséis nutrientes esenciales para el desarrollo funcional de los cultivos. Forma parte de estructuras
de la pared celular vegetal, es un constituyente de los acidos nucleicos (ADN y ARN) y juega un papel
muy importante en los procesos metabdlicos que implican reacciones de transferencia de energia,
como por ejemplo la fotosintesis (Yang & Finnegan, 2010). Si existe una deficiencia de este elemento,
ya sea por escasez en los suelos cultivados o porque, aun existiendo una cantidad suficiente, la planta
es incapaz de asimilarlo, el desarrollo del cultivo se vera afectado. Su carencia puede limitar incluso el

desarrollo de la planta (Ryan et al., 2012; Yang & Finnegan, 2010).

Gran parte del P aplicado al suelo como fertilizante se fija al mismo, reduciéndose de manera drastica
su disponibilidad para el cultivo (Ulrich & Schnug, 2013). Del P aplicado como fertilizante, sélo una

minima parte (raramente superior al 25%) es aprovechado (Syers et al., 2008)

El P es muy abundante en la corteza terrestre, existiendo un reservorio de 4X10"™ toneladas, aunque
sold el 0,1% estd disponible para la planta a causa de su pobre solubilidad y su fijaciéon en el suelo
(Sharma et al., 2013). La principal fuente de P inorganico procede de la descomposicién y degradacién
de las rocas que contienen apatita aunque también se puede encontrar combinado con hierro y
aluminio (Recena et al., 2017). Hay estudios que confirman que en mas del 30% de la superficie

agricola del mundo existe una carencia de P en el suelo (Runge-Metzger, 1995).

Podemos encontrar el P en el suelo de varias maneras: disuelto en la solucion del suelo (P asimilable,
gue es el Unico asimilable por la planta en forma de idn ortofosfato), fijado al complejo arcillo-humico
(P 1abil o cambiable), como componente de la materia orgdnica, precipitado o adsorbido a complejos
de hierro o aluminio, precipitado como fosfato calcico en suelos basicos (P poco asimilable) y, por
ultimo, formando parte de la roca madre (P no asimilable). El comportamiento del P en el suelo es

complejo, debido a que la el proceso de solubilizacion conlleva una serie de reacciones simultaneas e
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instantaneas tales como la precipitacion, adsorcién (retencion), desorcién y o6xido-reduccion. La
mineralizacion e inmovilizacidon son procesos importantes del ciclo del fésforo en los suelos con alto

contenido en materia organica (Black, 1968).

Pero no sélo el P puede llegar a ser un factor limitante en el desarrollo de la planta; la deficiencia de
micronutrientes como el zinc (Zn), especialmente en suelos con pH alcalino, con bajo contenido de
materia organica y alto contenido en CaCOj; puede provocar baja produccion en los cultivos (Rashid &
Ryan, 2004). La deficiencia de Zn no es sélo un problema considerable en la agricultura, si no que
también lo es en la salud humana, ya que muchas funciones fisiolégicas del ser humano dependen del
Zn (Henriques et al., 2012). De hecho, podemos encontrar complicaciones en niflos, como retraso en
el crecimiento, susceptibilidad a enfermedades infecciosas, deterioro en el desarrollo mental o
aumento en la mortalidad (Brown et al., 2004). Junto con la deficiencia de la vitamina A, la falta de Zn
es una de las mayores causas de mortalidad de nifios menores de cinco afios (Black et al., 2008). Los
paises donde la falta de Zn es un problema de salud publica, son aquellos donde los cereales son la

base de la ingesta caldrica diaria (Brown et al., 2004).

El Zn es uno de los ocho micronutrientes esenciales para el desarrollo de los cultivos. El nivel normal
de Zn en el tejido foliar es de 15-60 mg/kg, y en el sustrato de cultivo, de 0,10-2,0 mg/kg. La deficiencia
de Zn en los suelos es un problema global. Se estima que la mitad de los suelos cultivados contienen
una cantidad de Zn reducida (Henriques et al., 2012). Este microelemento es el componente esencial
en cientos de proteinas presentes en las plantas, aunque puede resultar toxico si se encuentra en
exceso (Broadley et al., 2007). El Zn también favorece la formacion y fertilidad del polen, y ayuda en el

mantenimiento de las membranas celulares lo que hace a la planta resistente frente a patdgenos.

Las deficiencias de Zn se caracterizan por una necrosis en el apice de la raiz, lo que conlleva una
clorosis heterogénea, desarrollo de tonos bronceados, disminucion de los entrenudos y reduccion del
tamano de las hojas (Broadley et al., 2007). En conjunto, suministros deficientes de Zn pueden reducir

significativamente el rendimiento de los cultivos y su calidad.

La mayor parte del Zn disponible en el suelo esta asociado con la materia organica que se acumula en
la capa superficial. Del contenido total de Zn, solo el que esta en la solucion del suelo es directamente
utilizable por las plantas. El Zn es un elemento poco moévil, su disponibilidad va a depender de varios
factores: pH (a pH acidos la disponibilidad de Zn aumenta), contenido de materia organica (bajo nivel
de materia organica o demasiado alto contenido de materia organica, por ejemplo, los suelos de turba
disminuyen la disponibilidad), crecimiento restringido de las raices (debido a capa dura, alta capa
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freatica), temperatura del suelo, condiciones anaerdbicas, suelos anegados, alto nivel de fosforo en el

suelo (Maqueda et al., 2015).

La relacion entre el P y el Zn es un ejemplo de antagonismo. Altas concentraciones de P causan
disminucién en la absorcién de Zn, bien por la formacién de precipitados en el suelo o por procesos
metabdlicos en las plantas que impiden la translocacion de los nutrientes desde la raiz al resto de
partes de la planta (Brown et al., 1962). Una alta disponibilidad de P para las plantas induce deficiencia
de este micronutriente (Adriano & Murphy, 1970). De hecho cuando encontramos poca concentracion
de Zn en el suelo, aplicaciones de P agravan los sintomas de déficit de Zn, tanto en el suelo como en el

cultivo (Ova et al., 2015).

Para solucionar el problema de salud que esta provocando la falta de Zn en los granos de cereales se
tiende a la biofortificaciéon. Biofortificacién es incrementar la concentracién de un elemento o
compuesto quimico en la cosecha utilizada como alimento para mejorar su calidad alimentaria. Se
puede conseguir aumentando la cantidad de Zn aplicado a cantidades superiores de los requeridos
para obtener un maximo rendimiento en el cultivo, aumentando la concentracion de Zn en las semillas
(Peck et al., 1980). En el trigo se mejord la cantidad de Zn en el grano aumentando la cantidad de Zn

aplicado como fertilizante (Cakmak, 2008).

La problematica del agotamiento de la fuente de P, su acumulacién en el medioambiente, junto con
los altos costos energéticos y econdmicos de la fertilizacion, hace que se opte, cada vez mas, por la
utilizacion de vias alternativas, como la utilizacién de microorganismos con capacidad para solubilizar
las reservas fosfdricas del suelo (Antoun, 2012; Zaidi et al., 2014). Los organismos involucrados en las
transformaciones del P en el suelo incluyen bacterias, hongos, protozoos y algunos nematodos
(Awasthi et al., 2011; Binemann et al., 2011; Jones & Oburger, 2011; Oberson & Joner, 2005). En
general, los microorganismos movilizan el P a través de procesos de mineralizacion de P organico y

solubilizacion de P inorganico (disolucién o desorcion de fosfato inorganico).

El uso de microorganismos en agricultura ha estado relacionado con el control bioldgico de organismos
fitopatégenos del suelo. Sin embargo, y con el objeto de conseguir una produccidon agricola mas
sostenible, se puede aprovechar, asimismo, la capacidad de estos agentes de control biolégico a la

hora de movilizar P y otros nutrientes no asimilables de la rizosfera (Vassilev et al., 2006).

Estudios recientes indican que Trichoderma asperellum incrementa el contenido total de P en raices de

pepino, facilitando la absorcion de P de dificil asimilacion por las plantas (Garcia-Lépez et al., 2016).
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Trichoderma asperellum no es la Unica especie que tiene esta capacidad de solubilizar P no soluble,
habiéndose observado en otras especies de Trichoderma con anterioridad (Altomare et al., 1999). Es
necesario, sin embargo, definir correctamente las caracteristicas quimicas del suelo ya que se ha
demostrado que bajo determinadas condiciones, Trichoderma asperellum puede interferir en la
absorcién de determinados nutrientes como el Zn, al competir con las plantas por estos elementos (de
Santiago et al., 2011). Trichoderma es un género de hongos que se encuentran en los suelos de todas
las regiones del mundo y son importantes descomponedores de materiales lefiosos y herbaceos.
Producen enzimas capaces de degradar la pared celular (celulasas, quitinasas, glucanasa). Entre los
efectos positivos de la inoculacion de plantas con Trichoderma (Harman et al., 2004) se incluyen: a)
control bioldgico de enfermedades causadas por patdégenos en la raiz y en hoja; b) induccion de
resistencia sistémica en las plantas; c¢) cambios en la composicién de la microflora de las raices; d)
mejora la absorcion de nutrientes, incluyendo, pero no limitado, al nitrégeno; e) mejora de la
solubilidad de los nutrientes del suelo; f) mayor desarrollo de las raices; g) aumento de la formacién de

pelos radiculares, y h) enraizamiento mas profundo .

Bacillus subtilis es otro de los microorganismos con un doble uso en agricultura, ya que es un agente
de control biolégico en enfermedades de plantas (Lim & Kim, 2010) y ademas facilita la absorcion de P
y otros nutrientes (Orhan et al., 2006). La mejora en la absorcidon de P mediada por B. subtilis no sélo
estd basada en la solubilizacion de P, sino también en la mejora de la capacidad de la planta para su

absorcién (Garcia-Lopez et al., 2016).

Los acidos organicos producidos por las raices de las plantas o los microorganismos contribuyen a la
movilizacién del P, Zn y otros nutrientes, ya que estos permiten la acidificacion del suelo
contribuyendo a solubilizar fosfatos de Ca, y facilitan la absorcidon del cationes metalicos formando
guelatos. Esta complejacion contribuye también a la solubilizacién de fosfatos precipitados con iones
metélicos como el Ca™, Mg *?, Fe  y Al**. Estos procesos contribuyen a que se transforme en P soluble
y asimilable para la planta formas que no eran facilmente asimilables (Corrales et al., 2014). Por otra
parte, los acidos organicos que excretan las raices pueden ser utilizados como fuente de C por los

microorganismos rizosféricos.
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2. OBIJETIVOS
2.1. Objetivo General

El objetivo general en este trabajo ha sido estudiar el efecto antagdnico de asimilaciéon P-Zn en plantas

de trigo

2.2. Objetivos Especificos

Se plantean los siguientes objetivos especificos:

- Determinar la influencia de la fuente de Zn (adsorbido a éxidos o a carbonatos) en la
acumulacion de Zn y P por las plantas.

- Analizar la influencia de dosis crecientes de fdsforo en el medio de cultivo en Ia
acumulacion de Zn en las plantas

- Estudiar el efecto de distintos tratamientos en el medio de cultivo (aplicacién de agentes

de biocontrol y acidos organicos) en la acumulacion de Zn y P en la planta.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio experimental
El disefio experimental se realizd con 4 repeticiones de cada tratamiento y tres factores: a) forma de
Zn asociada al medio de cultivo, b) dosis de P e inoculacidon con microorganismos y c) acido citrico. Los
factores y sus distintos niveles se describen en la Tabla 1. Cada repeticidon era una maceta con una

planta de trigo. En total resultaron un total de 96 macetas.

FACTORES PRINCIPALES

* Aplicacién de Bacillus subtilis

Tratamientos para favorecer * Aplicacion de Trichoderma asperellum cepa T34
la disponibilidad * Aplicacion de acidos orgdanicos
* Testigo
Formas de Zn * Zn asociado a 6xidos
asociadas al medio * Zn asociado a carbonatos

* Dosis Baja 0,05
* Dosis media 0,3
* Dosisalta3

Dosis de P
(mg P/L Solucién nutritiva)

Tabla 1. Factores principales para el desarrollo del experimento

El experimento se realizd en las cdmaras de cultivo de la ETSIA con trigo blando, bajo condiciones
determinadas de luz, temperatura y humedad. Se alternaron ciclos de dia y de noche con las

caracteristicas descritas en la Tabla 2.
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Luz (H) T HR Radiacién fotosintética
(¢€) (%) (umol m?)
Dia 16 25 45 200
Noche 8 18 60 200

Tabla 2. Condiciones de las camaras de cultivo

El Zn se dispuso en el medio de dos formas: asociado a carbonatos y a 6xidos de hierro. Para ello, se
partié6 de una mezcla de arena silicea recubierta de 6xidos de hierro y arena calcarea en una
proporcién, 2/3 y 1/3 respectivamente. Se le adsorbié 1 mg Zn/Kg medio (extraible por DTPA) a los
oxidos (en el medio con Zn asociado a los éxidos de hierro) y a los carbonatos (en el medio con Zn

asociado a carbonatos).

Se aplicaron 3 dosis de P: (en forma de fosfato potasico K,HPO, disuelto en la disolucidn nutritiva) una
dosis baja (0,05 mg P/L solucién nutritiva), una dosis media (0,3 mg P/L solucidn nutritiva) y una dosis
alta (3 mg P/L solucién nutritiva). Se aplicaron mediante riego, a través de una solucidén nutritiva

Hoagland sin P, Zn y con el pH ajustado a 8,5 para simular condiciones de suelo calcareo.

Los tratamientos para manipular la actividad microbiana en la rizosfera se realizaron en el momento
del trasplante a maceta y fueron cuatro: aplicacion de 4acidos organicos, inoculacion de Bacillus

subtillis, In6culo de Trichoderma asperellum y Testigo (sin inocular/aplicindole Acidos orgénicos).

3.2. Medio de cultivo
Se prepararon 48 macetas con 335 g del medio con Zn asociado a oxidos y otras 48 con 335 g del
medio con Zn asociado a carbonatos. Se utilizaron recipientes de plastico de 150 mm de altura y 55
mm de diametro, con dos perforaciones en la base para facilitar el drenaje. Estaban recubiertos de

aluminio para evitar la entrada de la luz.
La composicién del medio fue la siguiente:

- Zn asociado a carbonatos: 2/3 Arena Silicea recubierta de dxidos + 1/3 Arena calcarea con Zn

- Zn asociado a 6xidos: 2/3 Arena Silicea recubierta de dxidos con Zn + 1/3 Arena calcarea

Antes de realizar la mezcla con los dos tipos de arena se les realizd un tratamiento previo:
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* Arenasilicea

La arena silicea se lavé con abundante agua y carbonato sddico y se secd en la estufa de aire
forzado a 602C. Una vez seca, se pesaron 0,6 kg en un bote pyrex con 0,5 | de agua y se puso a
hervir a 1002C, renovando el agua 4 o 5 veces hasta que la arena estuvo limpia. Tras este

procedimiento, se lavd con agua desionizada y se secd en la estufa.

Después se afiadio al bote de arena seca una disolucién de 50 ml de agua con 4,6 g de nitrato
de hierro a pH 6 (ajustado con hidréxido de potasio) y se mantuvo a 1002C durante una hora.
Se mantuvo en movimiento para que los oxidos se distribuyeran de forma uniforme en la
mezcla. Terminado ese proceso, se volvid a enjuagar la arena, cuidadosamente, para que los

oxidos de hierro siguieran adheridos. Luego se secd en la estufa.

Para comprobar que el procedimiento se habia hecho de forma correcta, se realizé una
extraccion con HCl 1 N y se determind que la concentracion de hierro se encontraba entre los

350-400 mg Fe/kg arena.

* Arena calcdrea

La arena calcarea se limpié mediante dispersion y decantacion. Con la ayuda de un cilindro de

30 cm se eché la arena mezclada con agua desionizada.

Para llevar a cabo la adsorcion de Zn en la arena recubierta de dxidos se mantuvo en contacto la arena
con una disolucidn de 1,2 mg Zn/L de solucién nutritiva Hoagland libre de P, Zn y Fe a pH 8.5, en
relacidn 1:10 p/v. La arena se mantuvo en la solucion durante 24 horas a 252C removiendo cada 6 h,
hasta que se comprobd que la concentracion de Zn en la matriz era de 0 mg Zn/L. Se enjuagd con
abundante agua y se realizdé una extraccién con DTPA para comprobar que la concentracién de Zn
extraible por este método era de aproximadamente 1 mg Zn/kg arena. La solucion Hoagland contenia
los siguientes ingredientes con la concentracion expresada en mmol/L: MgSO, (2), Ca(NOs), (5), KNO;
(5), KCI (0,05), Fe-EDDHA (0,02), H3BOs (0,024), MnCl, (0,0023), CuSO, (0,0005), ZnSO, (0,002), and
H,Mo0, (0,0005).

Con la arena calcarea se procedié de igual manera, en este caso la concentracion fue de 5 mg Zn/L de
solucion nutritiva Hoagland libre de P, Zn y Fe a pH 8.5, en relacion 1:10 p/v También se realizd un a
extraccion con DTPA para comprobar que la concentracion de Zn extraible era aproximadamente de 1

mg Zn/kg arena.
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3.3. Material vegetal y sistema de cultivo
Se realiza un ensayo experimental bajo condiciones controladas de luz, temperatura y humedad en

una camara de cultivo de la E.T.S.I.A. con trigo blando (Triticum aestivum).

Foto 1. (A) Proceso vernalizacion, (B) Semillero de perlita, (C-D) Plantas en semillero de perlita

Las semillas se sometieron a un proceso de vernalizacién. Se sumergieron en NaCl 5% durante un
minuto y luego se enjuagaron con agua desionizada. Se agruparon las semillas de seis en seis en placas
Petri con papel de filtro humedecido con agua millipore y se pusieron en un frigorifico a 62C. Tras la
germinacion se pasaron a un semillero con perlita. El semillero se regaba con agua desionizada en dias
alternos. Cuando la planta alcanzé la fase de desarrollo Z1.2 segun la escala decimal Zadoks (ZADOKS
et al., 1974) se trasplantaron a una maceta. Las macetas se situaron en la camara de cultivo, segun las

condiciones que se citaron en la Tabla 2.
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Germinacion

placa Petri Semillero Trasplante en maceta Ciclo completo

Dias 8 18 52 78

Tabla 3. Duracidn del ciclo completo (dias)

Cada una de las macetas recibieron un total de 340 ml solucién nutritiva Hoagland libre de P, Zn y Fe a

pH 8.5, y 70 ml de agua desionizada.

g - e
. w v,

3 g4 - & l..
e rh A '—*f-’ Loy i -

Foto 2. (A) Bafio de raices para la inoculacion de Trichoderma asperellum . (B) Macetas preparadas para el trasplante

3.4. Tratamientos

* Inéculo de Bacillus subtilis

En el momento del trasplante en maceta se aplicaron 2 10* CFU g™ suelo. Se aplicé en cada maceta 20

ml de una suspensién de Bacillus subtilis (Garcia-Lopez et al., 2016).
* Indculo de Trichoderma asperellum cepa T34

En el momento del trasplante también se inoculd con Trichoderma, se sumergieron las raices de las
. ., 3 .. -1 . . 4 .. -1
plantulas en una suspensién de 10° conidias mL™ agua. Posteriormente se aplicaron 10" conidias g~ a

. ., 5 .- 1 . ..
partir de una suspensiéon con 1,5 10° conidias mL™ agua en diferentes puntos de la superficie de la

maceta (Garcia-Lopez et al., 2016).
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* Acidos orgdnicos

Justo antes del trasplante, se aplicd acido citrico en el medio. Se aplicaron 200 mg C kg medio de

. -1
cultivo™ .

3.5. Analisis del medio y material vegetal
Tras el experimento se analizd6 pH y CE en el medio, actividades enzimaticas (B-Glucosidasa vy
fosfatasa), siderdforos, acidos organicos, plating para determinar el nimero de unidades formadoras
de colonia (CFU) en el medio, Fe y Zn extraible por DTPA, P Olsen, biomasa seca y uptake de la planta

(ZnyP).

3.5.1. Andlisis del medio
El medio de cultivo se guardd en tubos falcon para su posterior analisis, conservado en el frigorifico. Se

realizaron los siguientes determinaciones:

* pHyCE:

Se tomé una relacion 1:5 (p/v) de suelo y agua. Se agité durante 30 minutos y se centrifugd 10 minutos

a 2500 rpm. Tras extraer una alicuota de 10 ml se procedié a leer la CE y el pH de cada muestra.

* Actividades Enzimaticas

o Fosfatasa: Se siguid el procedimiento de Tabatabai y Bremmer (1969) descrito
por Eivazi y Tabatai (1988). Se pesaron 2 g de suelo (control y dos repeticiones
de cada muestra) y se le afiadieron 4 ml de buffer universal (MUB) y 1 ml de p-
nitrophenilfosfato (PNP). La muestra se agitd y se dejé incubar al bafio maria
durante 1 hora a 372C. Transcurrido ese tiempo se pard la reaccion afadiendo
1 mldeCacCl,0,5My4mlde NaOH 0,5 M. Posteriormente se midid mediante
espectofotometria visible a 410 nm. Se determindé la cantidad de p-
nitrophenilfosfato (PNP).

o RB-Glucosidasa: Se siguid el procedimiento de Eivazi y Tabatai (1988). Se
pesaron 2 g de suelo (testigo y dos repeticiones de cada muestra) y se le
afiadieron 4 ml de buffer universal (MUB) y 1 ml de p-nitrophenyl-B-D-
glucoside (PNG). La muestra se agitd y se dejo incubar al bafio maria durante 1
hora a 372C. Transcurrido ese tiempo se paré la reaccién afiadiendo 1 ml de Ca

Cl, 0,5 My 4 ml de THAM a pH 12. Posteriormente se midié mediante
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espectofotometria visible. Se determind la cantidad de p-nitrophenyl-B-D-
glucoside (PNG).

e Sideroforos

Se realiz6 una extraccion con NaOH 0,1 M, en una relacién 1:1 de p/v . Se centrifugé 10 minutos a

2500 rpm y se filtré. Se utilizaron 2 ml para analizar sideréforos (Schwyn & Neilands, 1987).

* Acidos orgdnicos

Se realizd una extraccion con NaOH 0,1 M, en una relacion 1:1 p/v. Se pesaron 5 g de medio rizosférico
y se le anadieron 5 ml de NaOH 0,1 M. Se agité a 160 rpm durante 90 minutos, se centrifugdé durante
10 minutos a 2500 rpm y se ultracentrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos. Tras ese proceso se

obtuvo una alicuota que se filtré (filtro de 0,25 mm) y se midié con HPLC (Gao et al., 2012).

* Plating

Se realizé un recuento de Trichoderma asperellum cepa T34 y Bacillus subtilis en placa (Garcia-Lépez
et al., 2016). Se realizd una extraccién con Na-pirofosfato en 5 g de suelo himedo rizosférico, se diluyd
con agar agua hasta la concentracién de suelo éptima y se sembré mediante arrastre en placa Petri. Se
utilizé un medio selectivo para cada uno de los microorganismos como describe Borrero et al. (2012).
Las unidades formadoras de colonias (CFU) se contaron 7 dias después de la siembra y se expresaron

como CFU por gramo de medio de cultivo
e DTPA

Se analiz6 el contenido de Fe y Zn mediante una extraccion 1:4 p/v en DTPA/TEA/CaCl, con un pH
ajustado a 7,3 (Lindsay & Norvell, 1978). La extraccion se realiza durante 2 horas en un agitador de
vaivén a 120 rpm y posteriormente se centrifuga a 2500 rpm. De ahi se obtiene el extracto para hacer

las determinaciones de Fe y Zn con absorcion atdmica.
* POlsen

Mediante una extraccion con 2 g de suelo y 40 ml de extractante, NaHCO3; 0,5 M a pH 8,5, (Olsen et al.,

1954) determinandose la concentracion de P en el extracto segin Murphy et al. (1962).

3.5.2.Analisis del material vegetal
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Se levantd el ensayo y se separd la parte aérea de la raiz. La raiz se lavé con agua desionizada y se
introdujo en un bafo de ultrasonido durante 1 minuto. Tras este proceso, se volvié a lavar con agua
desionizada y se puso a secar, para posteriormente ser pesada. La parte aérea se guardd en sobres
debidamente identificados en la estufa para su posterior procesado. Tras el secado, se pesé y se pico la
raiz y la parte aérea de cada una por separado. Se calcind en la mufla durante 8 horas a 550 2C. Las
cenizas se llevaron a ebullicién con 10 ml de HCI 1 N durante 15 minutos. Tras este proceso se volvié a
Ilevar hasta un volumen de 10 ml con agua desionizada, y asi ajustar la concentracion en 1 N de HCI. En
la disolucidon resultante se determinaron Fe y Zn mediante absorcidon atémica, y la concentracion de

fosforo molibdato reactivo (MRP) a través de colorimetria, segin Murphy et al. (1962).

3.6. Andlisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizd el programa Statgraphics Plus 5.1. Se realizd un analisis
multifactorial de la varianza (ANOVA). Previamente se comprobé la normalidad de los datos (test de
Smirnoff-Kolmogorov) y de homogeneidad de la varianza (test de Levene). Si no se cumplian alguno de
ellos, los datos se transformaron para cumplir con estas premisas (transformaciones logaritmicas o
potencial). Se realizd un anlisis con los tres factores definidos en el disefio experimental, excepto para
el Zn extraible por DTPA después del cultivo ya que tenian una distribucion bimodal. Las medias se
compararon segun el test de LSD para un nivel de probabilidad del 5%. Cuando la interaccién entre
factores era significativa, el efecto de los factores principales no puede ser estudiado, ya que el efecto
de un factor depende del nivel del otro. En estos casos, la interaccion se estudié mediante la gréfica de

interaccion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de los factores estudiados (ANOVA) sobre las variables medidas en planta y en medio de
cultivo se presentan de manera global en la Tabla 4. Hubo un efecto significativo de la forma de Zn
aplicada en el medio y del tratamiento con microorganismos/acidos organicos en la materia seca
acumulada en la parte aérea y en la materia seca total. El tratamiento microorganismo/acidos organico
afecto significativamente la absorcion total de Zn y la actividad B-glucosidasa. La dosis de P tuvo un
efecto significativo en las actividades enzimaticas estudiadas y en el pH en la rizosfera tras el cultivo

(Tabla 4).

Cuando se analizd el Zn extraible por DTPA por separado para ambas formas de aplicacién de este
nutriente, hubo una interaccidon significativa entre tratamiento y dosis de P (Tabla 5). Hubo

interacciones significativas entre la forma de Zn en el medio y el tratamiento en las concentraciones de
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Zn en raiz y tallo, en la absorcidon total de P y en la actividad fosfatasa en el medio (Tabla 4). Por otra
parte, también fue significativa la interaccion entre la forma de Zn y la dosis de P en la concentracién

de Zn en tallos, en la absorcidn total de Zn y en los acidos organicos en la rizosfera.

La mayor produccién de materia seca (aérea y total) se produjo cuando el Zn estd asociado a los dxidos
(Tabla 6). También podemos observar que la cantidad de biomasa y la absorcidon total de Zn es
significativamente menor con la aplicacion de 4cidos organicos que con la inoculaciéon con
microorganismos. Por el contrario, la mayor actividad B-glucosidasa se observd cuando se aplicaron
acidos organicos. Esto pone de manifiesto que la adicién de esta fuente de C incrementd la actividad
microbiana. Este incremento de la actividad microbiana no parece traducirse en una mejora en la
nutricion de la planta, quizds poniendo de manifiesto cierto efecto de competencia. Las dosis
crecientes de P incrementaron la absorcién de P por la planta y las actividades enzimaticas (Tabla 6).
Esto ultimo puede deberse a un mayor desarrollo radicular que puede provocar una mayor exudacién
de compuestos organicos en la rizosfera y una mayor actividad microbiana. Parte de la actividad

fosfatasa puede deberse a la propia raiz (Garcia-Lépez et al. 2015).

El efecto de los tratamientos en la concentracidén de Zn en la planta, tanto en raiz (Figura 1), como en
la parte aérea (Figura 2), varié dependiendo de las formas en las que el Zn esta presente en el medio,
como pone de manifiesto la interaccidén significativa observada (Tabla 4). En general, todos los
tratamientos con microorganismos o acidos organicos dieron peores resultados que el testigo, a
excepcion de los acidos organicos en la concentracion de Zn en parte aérea cuando este nutriente
estaba asociado a carbonatos. Cuando el Zn estaba presenta asociado a Oxidos, el efecto de la
aplicacién de 4acidos organicos fue muy negativo en comparacion al testigo, reduciendo su
concentracién en la parte aérea en un 40 % (Figura 2). Esto puede poner de manifiesto, que si en bien
en los medios calcareos puede haber cierto efecto beneficioso por promover la disolucidon de Zn
asociado a carbonatos, cuando se aplica el Zn como 6xidos no hay beneficio alguno. En este ultimo
caso, quizas el efecto que prima es un incremento de actividad microbiana y probable competencia
por el Zn con el cultivo. La mayor concentracion de Zn en la raiz cuando este esta asociado a
carbonatos puede ser la consecuencia del menor desarrollo que tienen las plantas en los medios en los
qgue el Zn se aporta asociado a carbonatos. El menor desarrollo puede dar lugar a concentraciones
mayores por una menor dilucion del nutriente adsorbido. Sin embargo, en cuanto a la acumulacion de
Zn en la parte area ocurre a la inversa que en la raiz. La concentracién de Zn en la parte aérea es mayor
cuando el Zn esta asociado a los éxidos en vez de a carbonatos (Figura 2.). Por tanto, el efecto no

puede explicarse como una dilucién. La forma en la que se aplica el Zn estda condicionando
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probablemente de diferente manera las acumulaciones en raiz y en parte aérea. Cuando se aplica en
asociado a dxidos, se favorecen mayores concentraciones en parte aérea y menores concentraciones

en raiz.

El efecto de la dosis de P en la concentracidon de Zn en la parte aérea dependid de la forma en la que el
Zn estaba presente en el medio (Figuras 3 y 4) como revela la interaccidn significativa observada (Tabla
1). La concentracién de Zn en tallos disminuye con las dosis crecientes de P cuando el Zn estaba
asociado a carbonatos, mientras que el efecto contrario se observa cuando el Zn estd asociado a
oxidos (Figura 3). En el Zn total en planta, el efecto negativo a bajas dosis no es tan evidente como el
descrito antes, pero las dos dosis mas altas de P dan lugar a mayores extracciones de Zn que la mas
baja (Figura 4). Esto pone de manifiesto que el posible antagonismo es mas evidente cuando el Zn esta
asociado a carbonatos, mientras que el P puede beneficiar la acumulacidn de Zn si este esta asociado a
oxidos. Este efecto beneficioso puede deberse a que el P puede competir por lugares de adsorcion,

promoviendo la liberacién de Zn adsorbido en los dxidos.
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Biomasa® DM, parlte Concentrla;:ién Concentraciéon Absorci(')n2 Absorcion Aclid.os G? ) Fosfatasa® pH3 Zn ,
aérea Zn Raiz Zn tallos total de Zn totalde P,  organicos  Glucosidasa DTPA

Fuente de variacion Valor de P
Forma Zn 0.0000 0.0000 0.0000 0.0039 0.0000 0.4570 0.9778 0.6944 0.0000 0.0003 0.0000
Tratamiento 0.0019 0.0049 0.0125 0.3026 0.0018 0.0007 0.8083 0.0003 0.0000 0.7963 0.9798
Dosis P 0.3637 0.3617 0.1170 0.1412 0.1857 0.0234 0.0000 0.0006 0.0455 0.0146 0.9204
Forma Zn*Tratamiento 0.0522 0.1059 0.0374 0.0447 0.1034 0.0122 0.0630 0.8193 0.0234
Forma Zn*Dosis P 0.4772 0.6541 0.0795 0.0050 0.0223 0.2869 0.0020 0.0969 0.1055
Tratamiento*Dosis P 0.4839 0.4934 0.3649 0.5645 0.2438 0.3018 0.0912 0.4351 0.9599
Forma 03400  0.2463 0.1973 0.0476 0.3947 0.1630  0.0145 0.6944  0.8217

Zn*Tratamiento*Dosis P

Acidos orgdanicos, pH, en rizosfera

! Transformacién logaritmica (base 10) para cumplir requisitos de normalidad (Shapiro-Wilk) y homodedasticidad (Levene)

2 . —0.8 .. ’ 0.14 ..
Transformacion X~ para la concentracion de Zn en raiz; X para absorcién total de Zn, X

0.19

para absorcién total de P

Test de Kruskal-Wallis para factores principales ya que no se ajusta a normalidad; no se pueden estudiar interacciones

Tabla 4. Efecto de los diferentes factores (ANOVA) estudiados en las variables del cultivo y del medio de crecimiento

Zn en Zn en o6xidos
carbonatos
Fuente de variacion
Tratamiento 0.0173 0.0650
Dosis P 0.0643 0.3323
Tratamiento*Dosis P 0.0183 0.0926

Tabla 5. Efecto de los diferentes factores (ANOVA) para las dos fuentes de Zn utilizadas en el Zn extraible por DTPA
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Biomasa total Biomasa aérea Absorciéon total Zn  Absorcidn total P 3-Glucosidasa Fosfatasa

(g) (g) (mg Zn/kg suelo) (mg P/kg suelo) (ug PNG/g suelo) (ug PNP/g suelo) pH'
Forma Zn Carbonato 0.10B 0.07B
Oxido 0.17A 0.12A
Tratamiento Acidos Orgénicos 0.12b 0.08b 5.8b 1.43a
Testigo 0.14a 0.10ab 7.9a 0.60b
Trichoderma 0.14a 0.10a 8.5a 0.51b
Bacillus 0,15a 0.11a 8.7a 0.87ab
Dosis P P1 1743 0.35PB 26 8.05a
P2 210 a B 0.52P8 348 7.99PB
P3 246 a 1.70 a 54 a 8.00B

4.1.1. El efecto de los factores principales no se puede discutir si estan implicados en interacciones significativas
4.1.2. Letras mayusculas diferentes indican medias significativamente distintas para formas de Zn; letras minudsculas distintas indican medias significativamente
distintas para Tratamiento; letras griegas diferentes indican medias significativamente distintas para las dosis de P. Test LSD P < 0.05
! Medianas significativamente distintas

Tabla 6. Efecto de los factores principales



Mireya Galeote Cobos
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Figura 1. Efecto de la interaccion de la forma de adicion de Zn en el medio y los tratamientos de acido citrico e

inoculacion con microorganismos en la concentracién de Zn en raiz
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Figura 2. Efecto de la interaccion de la forma de adicion de Zn en el medio y los tratamientos de acido citrico e

inoculacion con microorganismos en la concentracion de Zn en la parte aérea
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Figura 3. Efecto de la interaccion entre la forma de adicién de Zn y la dosis de P en la concentracién de Zn en la

parte aérea
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Figura 4. Efecto de la interaccion entre la forma de adicién de Zn y la dosis de P en la absorcion total de Zn en la

parte aérea (Zn uptake total)

El P total que absorben las plantas también va a estar influenciado por la interaccién entre la
forma de adicion de Zn al medio y los tratamientos de microorganismos/acidos organicos que
hemos aplicado (Tabla 4). Los dos microorganismos probados dan lugar a una acumulacién de
P total en planta 2.5 veces mayor que el testigo cuando el Zn se aplicé asociado a carbonatos.
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Por otra parte, cuando el Zn se aplico asociado a dxidos, el testigo fue el que dio los mejores
resultados, con acumulaciones de P total un 20 % superiores a los microorganismos y casi 3
veces superior a la aplicacién de 4acidos organicos (Figura 5). Los dos microorganismos
probados dan lugar a una mayor acumulacién de P en la planta que los otros tratamientos sélo
cuando el Zn se aportd asociado a carbonatos. Por tanto, el potencial efecto beneficioso de
estos dos microorganismos sobre la nutriciéon de P de la planta parece condicionado por la
forma en la que esta el Zn en el medio de cultivo. El medio calcareo da lugar a menores
acumulaciones de Zn en la planta y también era donde parecia haber un efecto antagdnico con
el P mas evidente. En estas condiciones, puede que el efecto de ambos microorganismos sea

positivo sobre la acumulacién total de P en la planta.
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K] L 4
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Asociado a Carbonatos  Asociado a Oxidos

Formas de Zn en el medio

Figura 5. Efecto de la interaccion entre la forma de adicién de Zn y los tratamientos de acido citrico e inoculacién

sobre la absorcion total de P por las plantas (P uptake total)

Encontramos también una interaccion significativa entre la forma de adicidon de Zn en el medio
y las dosis de P en la acumulacién de acidos organicos en la rizosfera, como revela la Tabla 4.
Cuando el Zn se aportdé asociado a oxidos, no hubo diferencias significativas en la
concentracién de acido oxalico en la rizosfera. Cuando el Zn se aportd asociado a carbonatos,
esta concentracion se incrementé con dosis crecientes de P. Los acidos organicos pueden estar

producidos por la raiz o por los microorganismos. De hecho, la actividad B-glucosidasa
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aumenta con las dosis crecientes de P. El medio con Zn asociado a carbonatos parece mas
limitante para el cultivo, y la adiciéon de dosis crecientes de P puede contribuir a un mayor
desarrollo radicular y a mayor actividad microbiana que expliquen la mayor exudacion de

acidos organicos (Figura 6)
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Figura 6. Efecto de la interaccion entre la forma de adicién de Zn y la dosis de P en la acumulacién de acidos

organicos (Unico detectable oxalico) en la rizosfera

Por otra parte, podemos observar en la Figura 7 como la aplicacion de acidos organicos
incrementa la actividad fosfatasa en el medio, independientemente de la forma en la que se
adiciona el Zn (Tabla 6). El acido citrico sirve de fuente de C para los microorganismos y como
se ha comentado anteriormente incrementa la actividad microbiana. La actividad fosfatasa
debe estar asociada en parte a los microorganismos, lo que explica este efecto. Para el resto
de los tratamientos, no hay diferencias cuando el Zn se aplicé asociado a carbonatos, mientras
qgue el Bacillus fue el mas efectivo cuando este nutriente se aportd asociado a éxidos. Estos
efectos ponen de manifiesto como la produccion de enzimas hidroliticas que contribuyen a
mejorar la acumulacion de P en la planta esta afectada por tratamientos que afectan la
actividad microbiana en el medio de cultivo. Sin embargo, este efecto depende de la forma
dominante de Zn en el medio. En general, cuando el Zn estd asociado a dxidos hay un mayor
desarrollo de las plantas, lo que puede dar lugar a mas exudados radiculares y mas actividad
microbiana. Esto puede explicar las diferencias entre testigo y tratamientos con inoculacién

entre las dos formas de Zn presentes en el medio. Cuando se aporta citrico, las diferencias
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entre las dos formas de Zn son menores, probablemente porque la aplicacion de una fuente de
C difumine el efecto de la mayor exudacion radicular en los medios que tienen el Zn asociado a

oxidos.

Tratamientos
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Figura 7. Efecto de la interaccion entre la forma de adicién de Zn y los tratamientos de acido citrico e inoculacién

en la actividad en la rizosfera

La medida de Zn extraible por DTPA después del cultivo puede poner de manifiesto el
potencial efecto movilizador de los tratamientos. Como podemos comprobar en la Figura 8,
con la dosis baja de P, el Bacillus es el mejor tratamiento incrementando el Zn extraible por
DTPA. En este caso, el testigo da resultados que no son muy distintos de la aplicacion de acidos
organicos o Trichoderma. Sin embargo, con la dosis alta de P, todos los tratamientos que
afectan la actividad microbiana en el medio dan mejores resultados que el testigo. Esto pone
de manifiesto un diferente efecto movilizador dependiendo de la dosis de P aplicada como
fertilizante. Los efectos con la inoculacidon o con la aplicacion de una fuente de C para los
organismos son mas evidentes con la dosis mas alta de P. Esto indica un potencial beneficio de
la inoculacion con microorganismos o de la aplicacién de acidos organicos incrementando el Zn
disponible en el suelo cuando el antagonismo con el P puede verse mas favorecido con la

aplicacién de dosis altas de fertilizante.
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Figura 8. Efecto de la interaccion entre la dosis de P y los tratamientos de acido citrico e inoculacién con
microorganismos en el Zn extraible por DTPA en el suelo después del cultivo cuando el Zn se aplicé adsorbido a

carbonatos.

5. CONCLUSIONES

En general, cuando el Zn se encuentra asociado a éxidos, la planta se desarrolla mas y por lo
tanto se obtiene mayor produccién de materia seca. Aumentan los exudados radiculares, y
encontramos mas actividad microbiana. También se concentra mas Zn en la parte aérea y el
antagonismo con el P no es tan evidente e incluso la adicion de P puede mejorar la

acumulacién de Zn.

El medio donde el Zn se encuentra asociado a carbonatos es mas limitante para el cultivo, pero

con la fertilizacién fosfatada adecuada mejora la actividad microbiana y el desarrollo radicular.

La aplicacién de acidos organicos dio lugar a una menor cantidad de biomasa y menor
concentracién de Zn total que la inoculacidn con microorganismos. Sin embargo, los acidos
organicos aumentaron la actividad microbiana, debido a la adicién de C. De hecho, aumenta la

actividad de la fosfatasa, independientemente de cdmo esté adicionado el Zn al medio.

Dosis crecientes de P hicieron que la planta tomara mas P, debido a un mayor desarrollo

radicular, y también aumentd la actividad enzimatica. También la concentracién de Zn en la
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parte aérea aumentd cuando el Zn estaba asociado a 6xidos, mientras que fue menor en el

caso del Zn asociado a carbonatos.

Los tratamientos con Bacillus y Trichoderma mejoran la absorciéon de P total por las plantas

cuando el Zn esta asociado a carbonatos.

En el medio donde el Zn esta asociado a carbonatos, Bacillus es el mejor tratamiento con dosis
bajas de P aumentando la cantidad de Zn extraible por DTPA. Sin embargo, con dosis altas de
P, tanto Bacillus, Trichoderma como la adicién de acidos organicos dan mejores resultados que

el testigo.
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